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POVZETEK 
Flavini so derivati riboflavina s triciklično strukturo, imenovano izoaloksazin. Znana 
encimsko aktivna flavina sta flavinmononukleotid (FMN) in flavinadenindinukleotid 
(FAD). Gre za redoks aktivne koencime, ki katalizirajo različne kemijske reakcije in 
skupaj z apoproteini tvorijo komplekse imenovane flavoencimi. Med imenovane encime 
spada monoamin oksidaza (MAO), ki vezana na zunanjo membrano mitohondrijev v 
reduktivni polreakciji reducira flavin do popolnoma reduciranega flavina (FADH2), v 
oksidativni polreakciji pa oksidacijo FADH2 nazaj do FAD. Dejstvo, da se flavin lahko 
popolnoma reducira do FADH2 je pomemben predpogoj za regeneracijo MAO z 
molekularnim kisikom. Pri regeneraciji nastane vodikov peroksid, ki lahko še naprej 
reagira in povzroči nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti, ki so odgovorne za oksidativni 
stres in s tem povezano nevrodegeneracijo. 
Namen magistrske naloge je bil z uporabo molekulskega modeliranja in kvantne kemije 
določiti aktivacijsko prosto energijo reakcije flavina s kisikom. Za konstrukcijo 
tridimenzionalnih modelov smo uporabili program Molden, kvantnokemijske izračune pa 
smo izvedli s programom Gaussian. Izračune smo najprej izvedli v plinski fazi in nato za 
realnejšo simulacijo upoštevali še vpliv topila na reakcijo s pomočjo implicitnih modelov z 
metodo samouglašenega reakcijskega polja in z metodo Langevinovih dipolov.  
Izračunana aktivacijska energija za našo reakcijo v plinski fazi je bila 49,18 kcal/mol. Po 
vključitvi reakcijskega polja z implicitnimi modeli topila smo opazili, da so se energijske 
bariere znižale, in sicer za IEFPCM metodo oziroma model polarizabilnega kontinuuma, 
podprt s formalizmom integralskih enačb (ang. integral equation formalism polarizable 
continuum model) je bila vrednost bariere 40,91 kcal/mol, za CPCM oziroma model 
polarizabilnega kontinuuma s formalizmom prevodnika (ang. conductor-like polarizable 
continuum model) 40,85 kcal/mol, za SMD oziroma solvatacijski model, ki temelji na 
elektronski gostoti (ang. solvation model based on density) 33,65 kcal/mol in vrednost pri 
metodi Langevinovih dipolov 40,82 kcal/mol. Iz rezultatov smo zaključili, da voda znižuje 
aktivacijsko prosto energijo in pospešuje kemijsko reakcijo v primerjavi s plinsko fazo, in 
sicer najbolj v primeru SMD solvatacijskega modela. 
Uspeli smo izračunati proste energije aktivacije in potrditi, da je s kvantnokemijskimi 
metodami mogoče ovrednotiti reaktivnost regeneracije flavina s kisikom. Ugotovili smo, 
VIII 
 
da reakcija v vodni raztopini brez upoštevanja encimske okolice, ne poteka. V prihodnje bi 
lahko raziskovali, ali je možno z zaviralci in drugimi učinkovinami vplivati na nastanek 
reaktivnih kisikovih zvrsti v flavoencimih. 
Ključne besede: flavini, monoamin oksidaze (MAO), kvantna kemija, aktivacijska energija 
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ABSTRACT 
Flavins are derivatives of riboflavin with a tricyclic structure called isoaloxazine. Known 
enzyme-active flavins are flavin mononucleotide (FMN) and flavin adenine dinucleotide 
(FAD). They are redox active coenzymes that catalyze various chemical reactions and 
together with apoproteins form complexes called flavoenzymes. These enzymes include 
monoamine oxidase (MAO) which, bound to the outer membrane of mitochondria in a 
reductive half-reaction, reduce flavin to fully reduced flavin (FADH2), and in the oxidative 
half-reaction, oxidizing FADH2 back to FAD. The fact that flavin can be completely 
reduced to FADH2 is an important prerequisite for MAO regeneration with molecular 
oxygen. Regeneration produces hydrogen peroxide which may continue to react and cause 
the formation of reactive oxygen species that are responsible for oxidative stress and 
related neurodegeneration. 
The purpose of the master's thesis was to determine the activation free energy of the 
reaction of flavin with oxygen using molecular modelling and quantum chemistry. The 
Molden programme was used to construct three-dimensional models, and the Gaussian 
programme to perform quantum chemical calculations. The calculations were first 
performed in the gas phase and then, for a more realistic simulation, the influence of the 
solvent on the reaction was taken into account with the help of implicit models using the 
self-attuned reaction field method and the Langevin dipole method. 
The calculated activation energy for our gas phase reaction was 49.18 kcal/mol. After 
integrating the reaction field with implicit solvent models, we noticed that the energy 
barriers were lowered, namely for the IEFPCM method (integral equation formalism 
polarizable continuum model), the barrier value was 40.91 kcal/mol, for CPCM 
(conductor-like polarizable continuum model) 40.85 kcal/mol, for SMD (solvation model 
based on density) 33.65 kcal/mol and the value with the Langevin dipole method was 40.82 
kcal/mol. Based on the results, we concluded that water reduces the activation free energy 
and accelerates the chemical reaction compared to gas phase, most notably in the case of 
the SMD solvation model. 
We were able to calculate the free activation energies and confirm that the reactivity of 
flavin regeneration with oxygen can be evaluated by quantum chemical methods. We 
found out that the reaction in aqueous solution, without taking the enzymatic environment 
X 
 
into account, does not take place. In the future, research could be carried out to prove 
whether it is possible to impact the formation of reactive oxygen species in flavoenzymes 
with inhibitors and other drugs. 
 
Key words: flavins, monoamine oxidases (MAO), quantum chemistry, activation energy 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
Za nekatere metode ni slovenskih ustreznikov, zato smo uporabili smiselne prevode. 
3D - tridimenzionalnost 
AMP - adenozinmonofosfat 
CPCM - model polarizabilnega kontinuuma s formalizmom prevodnika (ang. conductor-like 
polarizable continuum model) 
DNA - deoksiribonukleinska kislina 
FAD – flavinadenindinukleotid  
FADH2 – popolnoma reduciran flavinadenindinukleotid 
FMN – flavinmononukleotid  
H2O2 – vodikov peroksid 
IEFPCM – model polarizabilnega kontinuuma, podprt s formalizmom integralskih enačb 
(ang. integral equation formalism polarizable continuum model) 
LD – Langevinovi dipoli 
MAO – monoamin oksidaza 
NADPH – nikotinamidadenindinukleotidfosfat  
OH• - hidroksilni radikal 
O2⁻• - superoksidni radikal  
O2 – molekularni kisik  
PES – površina potencialne energije (ang. potential energy surface) 
QM – kvantna mehanika (ang. quantum mechanics) 
ROS – reaktivne kisikove zvrsti 
SCRF – samouglašeno reakcijsko polje (ang. self-consistent reaction field) 
SMD - solvatacijski model, ki temelji na elektronski gostoti (ang. solvation model based on 
density)
1 
 
1 UVOD 
 
1.1 FLAVINI 
Beseda flavin v biokemiji izhaja iz latinskega izraza flavus, ki pomeni rumeno. Izraz je 
rezerviran za skupino spojin s triciklično strukturo, imenovano izoaloksazin, ki je 
odgovorna za rumeno barvo omenjenih spojin (1). 
1.1.1 STRUKTURA FLAVINA 
Flavini so derivati riboflavina (vitamina B2), sestavljeni iz izoaloksazina z ribitilno verigo 
na mestu N10, ki je derivat sladkornega alkohola ribotola (slika 1). Dva znana encimsko 
aktivna flavina sta flavinmononukleotid (FMN), ki je fosforiliran na mestu 5'-OH na 
ribitilni verigi in flavinadenindinukleotid (FAD), ki je kondenzacijski produkt FMN in 
adenozinmonofosfata (AMP). Ribitilna veriga in njena 5'-OH modifikacija sta navadno del 
molekule, na katerega se vežejo proteini (2).  
 
Slika 1: Struktura in nomenklatura flavina (prirejeno po (2)) 
Flavini so redoks aktivni koencimi, ki katalizirajo različne kemijske reakcije (3). Vključeni 
so v skoraj vse biokemijske procese, med katere spadajo npr. nastanek energije, 
biodegeneracija, popravljanje DNA (deoksiribonukleinska kislina), apoptoza, 
detoksifikacija ksenobiotikov (2). Odnos med proteini in flavini je tako zelo pomemben, da 
si flavin lahko predstavljamo kot del encima in na flavoproteine gledamo kot na proteine s 
flavinskim kofaktorjem (1). Flavoencimi so lahko kovalentni ali nekovalentni kompleksi 
flavina in apoproteina (3). 
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Kovalentna vezava poteče na 8-α metilni skupini, na položaju 6 izoaloksazina, včasih tudi 
na obeh mestih (2). 
1.1.2  IZOALOKSAZIN IN KATALIZA ENCIMA 
Kemijsko aktivni del flavinov je heterociklični izoaloksazinski obročni sistem, ki ima 
lahko tri stabilna oksidativna stanja: popolnoma oksidirano, semikinonsko (1 reduciran 
elektron) in hidrokinonsko (2 reducirana elektrona) (slika 2). Oksidirane flavine 
(flavokinone) lahko reduciramo z dodatkom dveh elektronov in dveh protonov. Reducirani 
flavini (flavohidrokinoni) so zmerni reducenti. Flavini se lahko reducirajo tudi s prenosom 
enega elektrona, ker so sposobni tvorbe stabilnih radikalov (flavosemikinonov) (1). 
 
Slika 2: Oksidativna stanja flavina (prirejeno po (2)) 
Heterocikel je dovzeten za nukleofilni napad na mestih N5, C4a in C6 (slika 3). Napad na 
mesto C6 ni vpleten v katalizo, lahko pa je v stransko reakcijo, ki inaktivira encim (2). 
 
Slika 3: Izoaloksazinski obroč, kemijsko 7,8-dimetilbenzo[g]pteridin-2,4(3H,10H)-dion 
(prirejeno po (2)) 
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Konjugiran izoaloksazinski heterocikel je zelo elektronsko polarizabilen, zato je 
porazdelitev elektronske gostote odvisna od bližnjih nabojev, vodikovih vezi,  vezi z 
aromati in van der Waalsovih interakcij. Oksidiran flavin, z elektroni reven, je lahko 
akceptor, medtem ko je reduciran flavin, ki je z elektroni bogat, lahko donor elektronov 
(2). 
Katalitični cikel flavoencimov lahko razdelimo na dva dela, in sicer reduktivno in 
oksidativno polreakcijo (slika 4) (2). V reduktivni polreakciji se hidridni ekvivalent 
prenese iz substrata na flavin in ga reducira do popolnoma reduciranega flavina (FADH2) 
(4). Pri tem amin vstopi v encim monoamin oksidazo (MAO). Tam se oksidira v imin in 
zunaj encima reagira z vodo ter razpade na aldehid in amoniak, ki sta oksidativna stresorja 
(9). Oksidativna polreakcija vključuje oksidacijo reduciranega flavina nazaj do FAD 
molekule s pomočjo molekularnega kisika, ob tem pa nastane vodikov peroksid (H2O2) (4).  
 
Slika 4: Prikaz katalitičnega cikla monoamin oksidaze (prirejeno po (9)) 
Flavoencimi imajo ping-pong kinetični mehanizem (2). Encim se torej obnaša kot ping-
pong žogica, ki skače iz intermediatnega stanja v standardno stanje in spet obratno. Za 
ping-pong mehanizem je značilna sprememba encima iz osnovne v intermediatno obliko, 
ko pride do reakcije s prvim substratom. Taka intermediatna oblika je le začasna. Na koncu 
reakcije mora encim biti v njegovi osnovni obliki. Še ena pomembna značilnost tega 
mehanizma je, da produkt nastane in se odcepi preden se veže drugi substrat.  
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Slika 5: Ping-pong mehanizem v encimski reakciji (povzeto po (5)) 
 
Mehanizem (slika 5) poteka na tak način, da se substrat A veže na encim, tvori se 
kompleks encim-substrat EA. Nato se tvori intermediatno stanje E*P. P se nato odcepi in 
na E* se veže substrat B. B se pretvori v Q, in iz kompleksa EQ se Q odcepi kot drugi 
produkt. E*se pretvori v E in proces se lahko ponovi (5). 
Za večino flavoencimov velja, da ena polreakcija pretvarja substrat, druga pa encim 
regenerira. Veliko flavoencimov katalizira oksidacijo vezi med ogljikom in heteroatomom, 
ki je navadno dušik ali kisik. V teh reakcijah flavini oksidirajo amine ali alkohole. 
Molekularni kisik lahko oksidira veliko flavoencimov (2). Ko pride reduciran flavin v stik 
z molekularnim kisikom, je nastanek oksidiranega flavina izrazito avtokatalitičen (6). V 
splošnem verjamemo, da se pri reakciji med kisikom in reduciranim flavinom na začetku 
prenese en elektron iz reduciranega flavina (iz N5-C4a mesta) na kisik, da nastane 
radikalski par med superoksidom in flavin semikinonom, ki ima en elektron reduciran (7). 
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Slika 6: Reakcija reduciranega flavina s kisikom (prirejeno po (7)) 
 
Kisik je normalno prisoten v aerobnih organizmih in v flavoencimski katalizi deluje kot 
akceptor elektronov. Pri tem se generira vodikov peroksid, ki je pomembna signalna 
molekula v celici. Flavoencim oksidaze spadajo med najbolj aktivne generatorje  
reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS). Glavni primeri tega so NADPH 
(nikotinamidadenindinukleotidfosfat) oksidaze, mitohondrijski kompleks I in monoamin 
oksidaze (MAO). Razred flavoencimov, imenovan flavoproteinske monoamin oksidaze, 
uporabi kisik, da oksidira reduciran flavin. Najprej se tvori kvazi-stabilen                     
C(4a)-(hidro)peroksiflavin, nato nastaneta oksidiran flavin in vodikov peroksid (slika 6). 
Pri nekaterih flavoencimskih oksidazah se reakcija navadno nadaljuje s takojšnjim 
prenosom drugega elektrona, tako da nastaneta reoksidiran flavin in vodikov peroksid (7). 
1.1.3 MONOAMIN OKSIDAZA 
Eden izmed encimov, ki spadajo med flavoproteine, je monoamin oksidaza (MAO)      
(slika 7) (1). Kot flavoproteini so MAO klasificirane zaradi kovalentno vezanega 
kofaktorja FAD (flavinadenindinukleotid) (4). V centralnem živčnem sistemu je prisotna v 
dveh oblikah, in sicer kot MAO A in MAO B (1). MAO A najdemo v simpatičnih in 
kateholaminergičnih nevronih, MAO B pa v gliji in serotoninergičnih nevronih. Zunaj 
živčevja je MAO A še v jetrih, pljučnem endoteliju, gastrointestinalnem traktu in placenti, 
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MAO B pa v trombocitih. Specifični substrati za MAO A so serotonin, melatonin, 
adrenalin in noradrenalin, za MAO B pa dopamin, feniletilamin in benzilamin. Substrati za 
obe izoobliki so dopamin, tiramin in triptamin (8). Z uravnavanjem koncentracije 
nevrotransmiterjev v centralnem in perifernem živčevju pomembno vplivata na funkcijo 
srca, krvni tlak, na spanje, gibanje, počutje ter mišljenje (9). Gre za encime, ki vezani na 
zunanjo membrano mitohondrijev, katalizirajo oksidativno deaminacijo aminov v ustrezne 
imine in imajo torej vlogo pri metabolizmu monoaminskih nevrotransmiterjev v 
centralnem in perifernem živčevju (4). Izguba amino skupine prepreči njihovo vezavo na 
postsinaptični receptor in tako se prenašalec informacije inaktivira (10).  
Humani MAO A in B sta sestavljeni iz 527 in 520 aminokislin. Gre za transmembranska 
proteina, locirana na zunanji membrani mitohondrija presinaptičnega nevrona. V 
membrano gleda njihova C-terminalna domena, aktivna stran pa je obrnjena proti 
citoplazmi (11). 
 
Slika 7: Monoamin oksidaza A in serotonin v vezavnem mestu 
Strukturi MAO A in B sta bili odkriti relativno pozno, saj je kristalizacija proteina 
predstavljala veliko oviro (4). MAO A in MAO B sta 70 % identični v aminokislinskem 
zaporedju, a sta si različni v substratni specifičnosti, na kar kaže razlika v velikosti votline 
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aktivnega dela, razvidna iz kristalnih struktur izoencimov (2). MAO delujejo tako, da 
uporabijo kofaktor FAD, ki je kovalentno vezan na cistein preko 8α-tioeter povezave. Med 
katalitično reakcijo se FAD reducira do FADH2, tako da od substrata sprejme dva 
elektrona in dva protona. Izoformi MAO A in B imata ohranjeno pentapeptidno zaporedje 
(Ser-Gly-Gly-Cys-Tyr), ki veže enak FAD kofaktor. Predvideva se, da delujeta po enakem 
mehanizmu (4). Trije glavni katalitični predlogi za mehanizem MAO so radikalski 
mehanizem (prenos vodikovega atoma, homolitska cepitev C-H vezi), polarni nukleofilni 
mehanizem (prenos protona, odcepi se proton in nastane substratni kation) in mehanizem 
neposrednega prenosa vodika/direktni hidridni mehanizem (vodik se odcepi v obliki 
hidridnega iona) (12). 
Kinetični mehanizem MAO je odvisen od substrata. V vseh primerih se amin veže na 
encim in se oksidira. V nekaterih primerih se produkt disociira prej, kot je encim 
reoksidiran z molekularnim kisikom, kar povzroči ping-pong mehanizem. V drugih 
primerih je produkt disociiran počasi in kompleks reduciran encim–produkt reagira z 
molekularnim kisikom, kar povzroči nastanek kompleksa oksidiran encim–produkt, čemur 
sledi disociacija produkta. Oba izoencima imata vlogo pri nevrodegenerativnih boleznih, 
povezanih s staranjem (2).  Tako MAO A kot MAO B sta tarči zaviralcev MAO (1). 
Zaviralce MAO A uporabljamo za zdravljenje depresije, zaviralce MAO B pa pri 
zdravljenju Parkinsonove bolezni (9). 
Zaviranje MAO ima torej pomemben nevroprotektivni učinek, saj MAO katalizira reakcije, 
kjer kot produkti nastajajo vodikov peroksid, aldehidi in amoniak. Vse te spojine 
pripomorejo k oksidativnemu stresu v celici (12). 
 
1.1.4 REAKTIVNE KISIKOVE ZVRSTI 
Dejstvo, da se flavin lahko popolnoma reducira do FADH2, predstavlja pomemben 
predpogoj za regeneracijo MAO z molekularnim kisikom, kar flavin vrne nazaj v 
oksidirano obliko FAD. Vodikov peroksid, ki pri tem nastane, reagira še naprej in povzroči 
nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti, ki so odgovorne za oksidativni stres in 
nevrodegeneracijo. Epidemiološki podatki kažejo, da incidenca nevrodegenerativnih 
bolezni narašča s starostjo. Razlog za veliko nagnjenost centralnega živčnega sistema k 
oksidativnemu stresu je, da človeški možgani porabijo približno 10-krat več kisika, kot je 
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povprečje za vsa ostala tkiva. Človeški možgani predstavljajo okrog 2 % mase človeka, a 
porabijo 20 % vsega kisika. ROS lahko poškodujejo membrane nevronov in mitohondrijev 
kar povzroči izliv vsebine, depolarizacijo, izgubo funkcije in na koncu še hitro nevronsko 
smrt (4). Največja nevarnost vodikovega peroksida je njegova sposobnost pretvorbe v 
hidroksilni radikal (OH•). To se lahko zgodi ob izpostavljenosti ultravijolični (UV) svetlobi 
ali v reakcijah z ioni prehodnih kovin, med katerimi je in vivo najpomembnejše železo. 
Hidroksilni radikal lahko povzroči poškodbo DNA (13). 
Vodikov peroksid in z njim povezane ROS so povsod prisotne molekule in lahko delujejo 
kot inter- in intra-celične signalne molekule. In vivo nastaja z dismutacijo superoksidnega 
radikala (O2
•⁻). Neposredno ga proizvajajo tudi oksidativni encimi, vključno z monoamin 
oksidazami (13). 
Poznamo reaktivne in razmeroma stabilne radikale. Primer stabilnih sta dušikov dioksid 
(NO2) in molekularni kisik (O2), ki pa zelo hitro reagirata z reaktivnimi radikali. Reaktivne 
kisikove spojine si po naraščajoči reaktivnosti sledijo: atmosferski kisik, singletni kisik, 
superoksidni anion-radikal, peroksidni ion in singlet kisik-radikal. Reaktivnejše spojine 
imajo navadno bolj lokalne in intenzivne učinke, radij delovanja manj reaktivnih spojin pa 
je večji. Med kisikove reaktivne zvrsti spadajo zgoraj našteti radikali pa tudi kisikove 
spojine, ki same po sebi niso radikali, a so osnova, iz katere ti lahko nastanejo. Primer je 
ozon, ki sproži lipidno peroksidacijo in je hkrati krivec za nastanek hidroksilnih radikalov 
v vodnih raztopinah. Pri enostopenjski redukciji molekularnega kisika nastane 
superoksidni anion, pri redukciji molekularnega kisika z dvema elektronoma pa nastane 
vodikov peroksid, ki ni radikal (slika 8) (14).  
 
Slika 8: Shema popolne in nepopolne redukcije molekularnega kisika (O2) 
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Tako superoksidni anion kot vodikov peroksid difundirata s kraja nastanka. Vodikov 
peroksid podobno kot voda lahko prehaja membrane, medtem ko superoksidni anion za to 
potrebuje v membrani ustrezne anionske kanale. Kovine, ki so v periodnem sistemu v prvi 
vrsti skupine d, so formalno radikali, ker imajo vsaj en nesparjen elektron. V praksi jih 
sicer ne štejemo med radikale. Če se čezmerno nalagajo v tkivih, imajo velik prispevek k 
nastajanju radikalov v organizmu. Reakcije vodikovega peroksida in superoksidnega 
aniona, ki so katalizirane z železovimi ioni, se imenujejo Fentonove reakcije (slika 9). 
Najprej se železo s superoksidnim anionom reducira. Sledi regeneracija superoksidnega 
aniona v reakciji med oksidiranim ionom železa Fe3+ in vodikovim peroksidom. Zadnja 
stopnja je nastanek hidroksilnega radikala, ki nastane v reakciji med vodikovim 
peroksidom in reduciranim železovim ionom Fe2+. Hidroksilni radikal nastaja tudi pri 
reakcijah vodikovega peroksida z bakrom (14). 
 
 
Slika 9: Prikaz Fentonove reakcije po korakih 
 
Danes vemo, da so radikali vpleteni v različne patofiziološke procese, od akutnih zapletov 
(npr. ishemija) pa vse do staranja. Delujejo lahko genotoksično. Genotoksičen je 
hidroksilni radikal, ki nastane v jedru ali mitohondriju in lahko neposredno poškoduje 
DNA. Hidroksilni radikali, nastali v plazmi, ne morejo direktno poškodovati DNA, zaradi 
kratkega razpolovnega časa in posledično kratke difuzijske razdalje. Pri genotoksičnih 
poškodbah mitohondrijev pride do njihovega staranja in propadanja. Hidroksilni radikal 
zaradi svoje reaktivnosti takoj reagira z vsako biološko molekulo, s katero pride v stik. 
Primer so lipidi, kar povzroči lipidno peroksidacijo. Začne se z odvzemom atoma vodika iz 
verige maščobnih kislin v reakciji s hidroksilnim radikalom (14).  
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Pri zaščiti pred radikali sta udeleženi dve vrsti antioksidantnih encimov, in sicer superoksid 
dismutaze (SOD) in hidroperoksidaze (katalaza in peroksidaze). Vodikov peroksid 
odstranjujeta katalaza in glutation peroksidaza, ki onemogočita nastanek hidroksilnih 
radikalov (14).  
1.2 FIZIKALNO - KEMIJSKO OZDAJE 
Pri obravnavi poteka kemijske reakcije moramo vedno najprej upoštevati termodinamiko, 
nato pa še kinetiko reakcije. Termodinamika določi smer kemijske reakcije, kinetika pa 
njeno hitrost (15). Reakcija je termodinamsko ugodna, ko je sprememba Gibbsove proste 
energije ΔG negativna (ΔG < 0) pri stalnem tlaku in stalni temperaturi. Pri računalniškem 
modeliranju reakcij se pogosto srečujemo z enačbo za Gibbsovo prosto energijo (enačba 
1), kjer sta upoštevana prispevka spremembe entalpije in spremembe entropije. 
Enačba 1: 
ΔG = ΔH − TΔS 
ΔG – Gibbsova prosta energija 
ΔH – sprememba entalpije 
T – temperatura 
ΔS – sprememba entropije 
Torej, da bi reakcija potekala spontano pri vseh temperaturah, mora biti sprememba 
entalpije ΔH negativna in sprememba entropije ΔS pozitivna (16).  
Da reakcija sploh poteče, oziroma, da pride do pretvorbe reaktantov v produkte, morajo 
molekule imeti zadostno kinetično energijo in ustrezno orientacijo pri trkih (16). Če je 
energija produktov manjša kot energija reaktantov, pravimo, da je taka reakcija 
eksotermna. V takem primeru je sprememba entalpije ΔH negativna. Termodinamika nam 
pove, da če čakamo dovolj dolgo, bo količina produkta v eksotermni reakciji večja kot 
količina reaktanta, torej je reakcija usmerjena v smer produktov (17). V primeru 
endotermne reakcije bo več reaktantov kot produktov, reakcija pa bo usmerjena v smer 
reaktantov (16). Za potek reakcije morajo reaktanti preiti bariero, ki je povezana s hitrostjo 
reakcije. Taki energijski barieri pravimo aktivacijska prosta energija, ki je razlika med 
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energijo prehodnega stanja (na diagramu je predstavljena z najvišjo točko) in energijo 
reaktantov (slika 10) (16). 
 
Slika 10: Grafični prikaz endotermne in eksotermne reakcije 
 
Na splošno velja, da reakcija poteka hitreje, če ima nižjo aktivacijsko energijo (17). 
Obratno velja, da višja, ko je ta energija, počasneje bo reakcija potekla. Reakcijo lahko 
pospeši povišana temperatura, saj ima takrat večje število molekul dovolj veliko kinetično 
energijo za uspešen trk. Izjema so reakcije z entropijsko bariero, npr. encimske reakcije, 
kjer se pri povišani temperaturi encim denaturira in reakcija ne more poteči (16).  
V biokemijskih reakcijah so katalizatorji pogosto encimi. Katalizator sodeluje samo pri 
tvorbi aktivacijskega kompleksa in poskrbi, da ima le-ta nižjo energijo aktivacije kot enak 
aktivacijski kompleks brez katalizatorja (slika 11). Naloga katalizatorja je, da zniža 
aktivacijsko energijo. Na račun tega se poveča prehodnost bariere in posledično hitrost 
reakcije (15). 
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Slika 11: V energijskem diagramu je prikazana odvisnost energije od poteka reakcije ob 
uporabi katalizatorja 
Teoretično obravnavanje kinetike kemijskih reakcij sloni na teoriji prehodnega stanja, ki 
povezuje konstanto hitrosti (k) z aktivacijsko prosto energijo (ΔG‡). To enačbo imenujemo 
Eyring-Polanyijeva enačba (enačba 2) (18).  
Enačba 2: 
k =
kB
h
 e− 
ΔG‡ 
RT  
ΔG‡ - prosta aktivacijska energija 
 kB – Boltzmannova konstanta, 
h – Planckova konstanta,  
R- splošna plinska konstanta,  
T – absolutna temperatura 
Pri temperaturi 20°C vrednost RT ustreza 0,59 kcal/mol. Vrednost kBT/h (predeksponentni 
faktor) pa pri sobni temperaturi ustreza 6×1012 s-1 (16). 
Veliko študij podpira trditev, da je teorija prehodnega stanja primerna za raztopine in 
encimske reakcije. Aktivacijska bariera je močno povezana s polarnostjo topila (18). 
Glede na teorijo prehodnega stanja velja, da je med stanjem, kjer so molekule kot reaktanti, 
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in stanjem, kjer so kot produkti, stanje, ki se imenuje prehodno stanje. V prehodnem stanju 
se reaktanti znajdejo v tako imenovanem aktiviranem kompleksu (19). Po teoriji 
prehodnega stanja se predvideva, da kemijska reakcija poteka v dveh korakih, in sicer, da 
se najprej tvori aktivacijski kompleks in nato sledi pretvorba le-tega v produkte reakcije 
(20). Aktivacijski kompleks je neobstojen, saj so molekule povezane le kratek čas in 
razpade na produkte (21). 
 
1.3 MOLEKULSKO MODELIRANJE 
Enačbe povezane s kemijsko strukturo in reaktivnostjo so preveč zapletene za analitično 
reševanje in zahtevajo numerične rešitve. Računalniška kemija oz. molekulsko modeliranje 
je področje kemije, ki temelji na uporabi računalnikov. Z njihovo pomočjo obravnavamo 
kemijske sisteme, kar nam je v pomoč pri ugotavljanju lastnosti snovi in poteka reakcij na 
ravni molekul (16).  
Rezultat takega modeliranja so teoretični modeli kemijskih sistemov, ki jih lahko 
uporabimo za napoved mehanizma reakcije, strukture novih zdravilnih učinkovin kot tudi 
za predstavitev tridimenzionalnih (3D) struktur molekul (22). 
1.3.1 MOLEKULSKA GRAFIKA  
Grafično predstavitev molekulskih modelov nam omogoča eno od področij molekulskega 
modeliranja, in sicer molekulska grafika. Pomaga nam pri vizualizaciji modelov atomov in 
molekul ali pa jo uporabimo kot orodje za predstavitev rezultatov npr. kvantnokemijskih 
izračunov. Poznamo različne modele, s katerimi lahko predstavimo strukturo molekul 
(slika 12). Pri modelu kroglic in paličic so atomi predstavljeni kot kroglice, vezi pa kot 
paličice, ki povezujejo kroglice. Za boljšo preglednost izberemo model paličic, kjer so 
atomi točke, ki jih povezujejo kemijske vezi. V primerih, ko želimo predstavo o volumnu, 
ki ga zavzema neka molekula, pa izberemo kalotni (CPK) model, kjer so atomi 
predstavljeni kot sfere. Podatki o lastnostih molekule so zapisani v raznih standardnih 
formatih (pdb, mol, mol2, sdf,..), ki jih vizualizacijski programi preberejo in prikažejo 
(22). 
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Slika 12: Različni modeli grafične predstavitve strukture adrenalina (prirejeno po (22)) 
 
1.3.2 MOLEKULSKA MEHANIKA 
Molekulska mehanika je definirana kot teoretični opis atomov in molekul, ki omogoča 
računsko obdelavo kemijske strukture ter obravnavo lastnosti atomov in molekul z uporabo 
klasične mehanike ter elektrostatike. Predpostavljamo, da so atomi opisani kot nabite 
kroglice z ustrezno maso in med seboj povezane s kovalentnimi vezmi, ki so predstavljene 
kot prožne vzmeti. Za prožno vzmet velja Hookov zakon. Deformacije kovalentnih vezi, 
valenčnih kotov in torzijskih kotov so opisane z empiričnimi potencialnimi funkcijami, ki 
jih imenujemo polje sil (22). 
1.3.3 MOLEKULSKA DINAMIKA 
Molekulska dinamika je metoda molekulskih simulacij, kjer dobimo nove konformacije z 
integriranjem klasičnih Newtonovih enačb gibanja. Preiskovanje konformacij in 
medmolekulskih orientacij imenujemo termično povprečenje. Osnovna ideja termičnega 
povprečenja je, da numerično preiščemo veliko število geometrij, ki prispevajo k 
eksperimentalni lastnosti (konformacija, termodinamske lastnosti...). Na nivoju atomov in 
molekul numerično rešujemo enačbe gibanja. Namen molekulske dinamike je preiskovanje 
površine potencialne energije in generiranje različnih konformacij molekul pri določenih 
pogojih simulacije (22).  
S simulacijami dobimo informacije o možnih konformacijah sistema na površini 
potencialne energije kompleksa. Molekulska dinamika je najbolj pogosta tehnika takih 
simulacij (23). Molekulska dinamika je pomembna računalniška tehnika, ki nam da 
zanesljiv opis strukture in dinamike nekega molekulskega sistema in prispeva k 
razumevanju le-tega na ravni atomov (4). 
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1.3.4 KVANTNA KEMIJA 
Kvantnomehanske pristope oziroma metode kvantne kemije uporabimo, ko se lotimo 
preučevanja lastnosti (npr. tvorba in razcep kovalentne vezi), katerih z molekulsko 
mehaniko praviloma ne moremo opisati. Temeljna enačba kvantne mehanike je 
Schrödingerjeva enačba (enačba 3), ki predstavlja fizikalno osnovo za računanje 
molekulske strukture in energetike. Ta enačba molekule obravnava kot zbirko jeder in 
elektronov. Govorimo o ab initio računih, kjer ne uporabljamo nobenih eksperimentalnih 
podatkov, pomembno je le število elektronov in atomskih jeder, ki so v molekuli. Poznamo 
več programov za take izračune npr. Gaussian, GAMESS, Spartan. Če število 
obravnavanih delcev povečujemo, čas računanja raste vsaj s tretjo potenco števila 
elektronov. Torej, če število atomov v sistemu, ki ga obravnavamo, podvojimo, se računski 
čas za 10-krat poveča. Najpogosteje uporabljani metodi numeričnega reševanja enačbe sta 
Hartree-Fockova metoda in metoda gostotnih funkcionalov (DFT). Pomemben del 
kvantnomehanskih izračunov je tudi izbor baznih setov. Gre za matematične bazne 
funkcije, ki se uporabljajo za konstruiranje valovne funkcije. Pri modeliranju molekul, ki 
imajo več tisoč atomov, uporabimo mešane tehnike, ki združijo klasično in kvantno 
mehaniko. To so hibridni kvantnomehansko-molekulskomehanski pristopi, kjer molekulo 
delimo na dva dela. Kvantna mehanika obravnava del, kjer prihaja do najpomembnejših 
sprememb (tvorba/razcep vezi), preostali del pa opišemo z molekulsko mehaniko (22). 
Kvantnokemijski modeli temeljijo na reševanju Schrödongerjeve enačbe. Molekule 
obravnava kot zbirko jeder in elektronov brez sklicevanja na kemijske vezi. QM opiše 
molekule v smislu interakcij med jedrom in elektroni in geometrijo molekule v smislu 
ureditve atomov, tako da imajo minimalno energijo (17). Energija sistema se računa preko 
časovno neodvisne Schrödingerjeve enačbe (16).  
Enačba 3: 
Ĥ ∙ ?⃗? (𝑥, 𝑦, 𝑧) = 𝐸 ∙ ?⃗?  (𝑥, 𝑦, 𝑧) 
 
Ĥ – Hamiltonov operator energije (vsota kinetične in potencialne energije molekule) 
ψ – valovna funkcija 
E – energija obravnavanega sistema 
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2 NAMEN DELA 
Namen dela je teoretska obravnava reakcije regeneracije flavina (slika 13, 14,15, 16): 
 
Slika 13: Popolnoma reducirana oblika flavina (hidrokinon) - 2 elektrona sta reducirana 
 
 
Slika 14: Prenos enega elektrona iz reduciranega flavina na kisik in nastanek 
radikalskega para 
 
 
 
Slika 15: Radikalski par razpade, tvori se intermediat C(4a)-(hidro)peroksiflavin 
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Slika 16:  Razpad intermediata C(4a)-(hidro)peroksiflavin na popolnoma oksidiran flavin 
in vodikov peroksid 
Na sliki 16 je prikazana reakcija, ki bo osnova za naše raziskovalno delo. V magistrski 
nalogi bomo opazovali, kaj se dogaja z atomoma vodika in kisika (na sliki 16 sta povezana 
s prekinjeno črto) med reakcijo od razpada intermediata do tvorbe vodikovega peroksida in 
kakšna aktivacijska energija je za potek reakcije potrebna.  
Za raziskovanje bomo uporabili ab initio metode. Zanje je značilno, da so osnovane na 
osnovnih principih kvantne kemije in za izračunavanje energij ne rabijo eksperimentalnih 
podatkov. Vse kvantnokemijske izračune bomo izvajali na gruči računalnikov na 
Kemijskem inštitutu v Ljubljani. 
Da bomo lahko določili aktivacijsko prosto energijo reakcije bomo najprej konstruirali 
tridimenzionalne strukture reaktantov in produktov in nato izvedli geometrijsko 
optimizacijo le-teh. Sledilo bo iskanje prehodnega stanja. Naredili bomo relaksirani 
pregled po površini potencialne energije in nato še ročno poiskali prehodno stanje. 
Dobljeno 3D strukturo bomo še geometrijsko optimizirali in z izvedbo frekvenčne analize 
preverili, če smo locirali relevantno prehodno stanje. Vse te izračune bomo najprej izvedli 
v plinski fazi. Ker reakcije v bioloških sistemih potekajo v vodi ali encimski okolici, bomo 
za realnejšo simulacijo kemijske reakcije upoštevali tudi vpliv topila, ki lahko znatno 
spremeni energetiko. V kvantnokemijske izračune bomo tako vključili solvatacijske učinke 
z metodo SCRF (metoda samouglašenega reakcijskega polja) in metodo Langevinovih 
dipolov (LD).  
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Delovne hipoteze, ki jih v nalogi želimo preveriti: 
1) S kvantnokemijskimi metodami je mogoče ovrednotiti reaktivnost regeneracije 
flavoencima monoamin oksidaze. 
2) Za izračun bariere je pomembna celotna dimenzionalnost encima in ne samo aktivni 
center. 
3) Pristop reakcijskega polja topila precenjuje eksperimentalno vrednost bariere, ki mora 
biti pod 20 kcal/mol. 
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3 OPREMA IN METODE 
Regeneracijo flavina s kisikom smo raziskovali z uporabo kvantnokemijskih izračunov. Pri 
taki vrsti izračunov rabimo večprocesorske računalnike in primerno programsko opremo. 
V našem primeru smo uporabili gručo računalnikov na Kemijskem inštitutu (preglednica 
I). Samo izdelavo 3D struktur in simulacijo rezultatov pa smo izvedli na lokalnem 
računalniku (preglednica II).  Uporabljena programska oprema je navedena v preglednici 
III. 
3.1 OPREMA 
3.1.1 STROJNA OPREMA 
 
Preglednica I: Specifikacije uporabljene gruče računalnikov 
Oprema Specifikacije 
Procesor AMD Epyc 7401 2.00Ghz 24C/48T 2kos 
Delovni pomnilnik (RAM) 64GB 
Trdi disk SSD SAMSUNG 500GB SATA3 FLASH-
NAND 
 
Preglednica II: Specifikacije uporabljenega lokalnega računalnika 
Oprema Specifikacije 
Procesor Intel Core i7 8700K BOX 3,7GHz 
LGA1151 
Delovni pomnilnik (RAM) CORSAIR CMK16GX4M2B3000C15 
(2x8GB) 
Grafična kartica GEFORCE GTX 1060 
Operacijski sistem Windows 10 PRO 
Trdi disk SSD SAMSUNG 850 EVO series 500GB 
25/S600 
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3.1.2 PROGRAMSKA OPREMA 
 
Preglednica III: Uporabljena programska oprema 
Program Verzija Namen 
Molden 5.2 vizualizacija elektronske in 
molekulske strukture 
Gaussian G16 kvantno kemijski izračuni 
ChemSol 2.1 program zasnovan za 
izračun energij solvatacije z 
uporabo metode 
Langevinovih dipolov 
Excel 2016 urejanje, zbiranje, obdelava 
podatkov 
 
 
3.2 METODE 
3.2.1 PRIPRAVA VHODNIH DATOTEK 
Kvantnokemijske izračune smo izvedli s pomočjo programa Gaussian 16. Na lokalnem 
računalniku smo pripravili vhodne zagonske datoteke, tako da so ustrezale zahtevam 
programa in na podlagi katerih je le-ta na gruči oddaljenih računalnikov naredil želene 
izračune. 
Osnovna struktura vhodne datoteke za Gaussian (slika 17): 
• Na začetku, v prvi vrstici, z oznako %mem, je označena količina alociranega 
sistemskega pomnilnika, ki je na voljo za izhodne datoteke. 
• V drugi vrstici, ki je označena kot %nproc, je definirano število procesorskih 
jeder, ki jih lahko program uporabi za izvajanje izračunov. 
• V tretji vrstici, ki je označena kot %chk, je definirano ime datoteke, kamor se 
shranjujejo vmesni podatki (ang. checkpoint file). Ta datoteka nam omogoči 
ponoven izračun neke točke in vsebuje geometrijske parametre in podatke o 
valovni funkciji. V našem primeru smo s pomočjo začasnih podatkov naknadno 
izračunali vibracijske frekvence. 
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• Četrta vrstica je ukazna vrstica, kjer določimo nivo teorije, bazni set in pa ukaz, kaj 
naj program naredi. V našem primeru smo uporabili nivo teorije M06-2X, ter bazni 
set 6-311+G(d,p). Sledijo različni ukazi, npr. Opt za geometrijsko optimizacijo.  
• Komentar je od četrte vrstice ločen z odstavkom in ni obvezen. Tukaj lahko 
opišemo, kaj program računa, oziroma napišemo nek komentar, ki nam je v pomoč, 
saj Gaussian 16 te vrstice ne bere. 
• Po novem odstavku sledi še vrstica z molekulskimi specifikacijami, kjer določimo 
naboj celotnega sistema in multipliciteto ter koordinate. Najprej je definiran 
celokupni naboj (0 za nevtralen sistem) in spinska multipliciteta, ki je v našem 
primeru 1, kar pomeni, da gre za singlet (sistem, ki ima vse elektrone sparjene). 
Sledi zapis molekulske strukture v obliki Z-matrike ali v obliki kartezičnih 
koordinat.  
• Po še eni prazni vrstici lahko navedemo geometrijske omejitve (npr. ukaz za 
zamrznitev vezi), če je to potrebno za naš izračun. Na koncu naredimo še vsaj dve 
prazni vrstici, kar pomeni konec zapisa vhodne datoteke. 
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Slika 17: Primer vhodne zagonske datoteke za Gaussian 16 z opisom njenih posameznih 
komponent 
3.2.2 IZGRADNJA TRIDIMENZIONALNIH STRUKTUR IN GEOMETRIJSKA 
OPTIMIZACIJA  
Izgradnja 3D struktur 
Za izgradnjo 3D struktur, ki so bile potrebne za izračune, smo uporabili Molden (slika 18). 
To je programska oprema, ki nam omogoča vizualizacijo elektronske in molekulske 
strukture in je uporabna pri obdelavi podatkov računalniške kemije (24). Naš reaktant je bil 
C(4a)-(hidro)peroksiflavin, produkta pa sta bila oksidiran flavin in vodikov peroksid. 
Strukturo smo izpisali kot Z-matriko, ki predstavlja razporeditev atomov v prostoru. Atomi 
so definirani z internimi koordinatami, to so dolžina vezi, kot vezi in dihedralni kot. Druga 
možnost bi bila izpis s kartezičnimi koordinatami ali kombinacija obeh (25). Po izvozu 
datoteke, smo le-to uredili z enostavnim urejevalnikom besedila, tako da je ustrezala 
zahtevam programa Gaussian 16. 
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Slika 18: Molden – programski uporabniški vmesnik 
Geometrijska optimizacija 
Sledila je geometrijska optimizacija reaktantov in produktov v plinski fazi s programom 
Gaussian 16, in sicer na kvantnem nivoju teorije M06-2X. Poleg nivoja teorije mora biti 
definiran še bazni set – večji je, večja bo pravilnost rezultata, a se bo hkrati tudi podaljšal 
čas izračunavanja (16). V našem primeru smo uporabili bazni set 6-311+G(d,p).  
• Bazni set je sestavljen iz Gaussianov, ki so predstavniki atomskih orbital. V 
našem primeru pomeni kombinacija števil 6-311 ločeno valenco. Število 6 
predstavlja notranje elektrone, ki so opisani s šestimi Gaussianovimi funkcijami 
oziroma Gaussiani. Število 311 pa pripada zunanjim (valenčnim) elektronom, 
ki imajo večjo oddaljenost od jedra. Zapis (d,p) je zapis za polarizacijski 
funkciji, ki opišeta nesimetrično razporeditev naboja.  Oznaka + pa predstavlja 
difuzno funkcijo, ki jo pripnemo na vsako težko jedro – upoštevamo jo pri p 
orbitalah (26). 
Za izvedbo geometrijske optimizacije smo uporabili ukaz Opt. Cilj je najti tako 
razporeditev oziroma konformacijo atomov, ki ima minimalno energijo. V takem stanju 
ima molekula največjo stabilnost. To se zgodi, ko je sila na vsakem atomu enaka nič. 
Sinonim za geometrijsko optimizacijo je energijska minimizacija (26). 
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Po optimizaciji smo naredili še »single point« izračun za reaktante in produkte (slika 19). 
Gre za osnovni izračun pri molekulskem modeliranju. Izračuna se energija molekule pri 
neki določeni geometriji molekulskega sistema. Ustreza le eni sami točki na površini 
potencialne energije. Gre torej za energijo molekulskega sistema, ki ima vpeta jedra na 
določenih mestih v prostoru (26). Ukaz, ki ga uporabimo za izračun je pop=MK. 
 
 
Slika 19: Primer vhodne datoteke za izračun »single point« energije 
 
3.2.3 ISKANJE PREHODNEGA STANJA 
Relaksiran pregled površine potencialne energije 
Naša struktura molekulskega sistema je bila definirana v obliki Z-matrike. V vhodni 
datoteki, ki jo je prejel Gaussian, smo morali definirati spremenljivko reakcije (to je lahko 
dolžina vezi, dihedralni kot, valenčni kot). V našem primeru smo definirali dolžino vezi in 
naredili relaksiran pregled površine potencialne energije (slika 20). Program Gaussian 16 
je naredil pregled površine potencialne energije (PES), ki prikazuje spreminjanje energij 
določenega molekulskega sistema, ko prihaja do manjših sprememb v geometriji struktur. 
Je osrednji koncept računalniške kemije in prikazuje razmerje med energijo molekule in 
njeno geometrijo (26). Pri tej vrsti pregleda PES hkrati poteka tudi geometrijska 
optimizacija.  
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Slika 20: Primer vhodne datoteke za zagon relaksiranega pregleda površine potencialne 
energije 
Kot ukaz smo uporabili Opt=modredundant, spremenljivko pa smo v tem primeru 
definirali na sledeč način: 
B  32  33     2,653 S  10  -0,168  
Ta ukaz nam pove, da smo razdaljo v Å med 32-im in 33-im atomom spreminjali v desetih 
korakih po - 0,168 Å. Negativni predznak pomeni, da se je razdalja zmanjševala. Namen je 
bil locirati približek prehodnega stanja. 
Ročno iskanje prehodnega stanja 
Ker smo želeli čim bolj natančno locirati prehodno stanje, smo se lotili še ročnega iskanja 
le-tega. To smo naredili tako, da smo v vhodni datoteki napisali ukaz za zamrznitev 
razdalje (slika 21). 
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Slika 21: Primer vhodne datoteke z ukazom za optimizacijo pri razdalji 1,12 Å med 
atomoma vodika in kisika 
 
Iz ukaza razberemo, da bo program izvedel geometrijsko optimizacijo pri točno določeni 
razdalji. Primer ukaza, ko je razdalja 1,12 Å: 
34 20 1,12 B 
34 20 F 
Števili 34 in 20 predstavljata atoma med katerima smo določili, da naj bo razdalja 
konstantna (v tem primeru naj bo 1,12 Å). Postopek smo ponovili za vrednosti med 
dolžinama 1,12 – 1,33, tako da smo razdaljo večali za korak 0,01 Å in iskali, pri kateri 
razdalji je vrednost energije najvišja. Vse izračune smo shranili. 
V Moldenu odpremo datoteko s tisto razdaljo med atomoma, kjer smo zasledili največjo 
energijo. To je struktura našega iskanega prehodnega stanja. Z Moldenom strukturo 
shranimo kot Z-matriko in vhodno datoteko preuredimo, tako da nam bo Gaussian izvedel 
geometrijsko optimizacijo. Ukaz za geometrijsko optimizacijo prehodnega stanje je bil 
opt=(ts, noeigentest,calcFC) (slika 22).   
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Slika 22: Primer vhodne datoteke z ukazom za geometrijsko optimizacijo prehodnega 
stanja 
 
Po optimizaciji prehodnega stanja smo naredili še izračun za »single point« energijo. To 
smo naredili na enak način kot prej za reaktante in produkte. 
Frekvenčna analiza 
Geometrijski optimizaciji prehodnega stanja, sledi še računanje vibracijske frekvence 
molekule na podlagi shranjenega »checkpointa«. Ukaz je geom=checkpoint freq (slika 23). 
 
Slika 23: Primer vhodne datoteke, ko na podlagi »checkpointa« želimo izračunati 
frekvenco 
Iskali smo imaginarno frekvenco, ki napove nestabilnost molekulske geometrije. V 
primeru, da je struktura prehodnega stanja pravilna, mora imeti eno imaginarno frekvenco. 
To nam da potrditev, da smo na površini potencialne energije res poiskali sedelno točko 
prvega reda. Stabilna molekula ne sme imeti imaginarne frekvence, če pa ima molekula 
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več kot eno imaginarno frekvenco, to pomeni, da imamo težavo povezano z geometrijo 
molekule (26). 
3.2.4 SOLVATACIJSKI UČINKI 
Reakcije v biološko relevantnih sistemih večinoma ne potekajo v plinski fazi, temveč v 
vodi. Zaradi tega je za realnejšo simulacijo kemijske reakcije potrebno upoštevati še vpliv 
topila, ki lahko zelo spremeni potek reakcije in lahko ima velik vpliv na energijo 
prehodnega stanja (27). Med topilom in topljencem pride do interakcij, ki lahko rezultirajo 
v spremembi energije, orientacije molekul in stabilnosti. Uporaba multiskalnih metod, kjer 
upoštevamo atomske detajle topila ali encima, je zaželena, a računsko precej zahtevna. 
Poleg tega je tudi sam simulacijski protokol v smislu konstrukcije topologij in konvergence 
izračunov proste energije časovno zahteven. Zaradi tega smo se odločili za implicitne 
solvatacijske modele. V naše izračune smo vključili IEFCPM, CPCM in SMD modele, ki 
spadajo k metodi samouglašenega reakcijskega polja ter metodo Langevinovih dipolov. 
3.2.4.1 Metoda samouglašenega reakcijskega polja (SCRF) 
Za implicitne solvatacijske modele je značilno, da topilo obravnavajo kot dielektrični 
medij, ki obdaja izbrani molekulski sistem. Osnova teh metod je, da  topilo ne more zavzeti 
prostora, ki ga zavzema topljenec. Implicitni model topila pomeni, da topilo topljenec čuti 
kot polje srednje sile. Glavna komponenta solvatacijske proste energije je elektrostatika, 
saj topljenec komunicira s topilom preko elektrostatskega potenciala na površini. Manjša a 
vseeno pomembna komponenta je prosta energija, ki je potrebna za tvorbo votline v kateri 
je topljenec. Ta daje glavni prispevek k hidrofobnim interakcijam. Realistično okolje 
vodne raztopine torej zamenjamo s kontinuumskim medijem z določeno dielektrično 
konstanto in hidrofobnimi lastnostmi vode. Atomi topljenca so obravnavani kot prekrivajoče 
se sfere, katerih velikost določa van der Waalsov radij atomov (slika 24). Pomemben je robni 
pogoj, ki pravi, da je dielektrična konstanta zunaj te votline enaka dielektrični konstanti 
čistega topila. Interakcije do katerih prihaja med topilom in topljencem so določene z 
metodo navideznega površinskega naboja, ki na meji med topilom in kavitacijo topljenca 
definira točkasti naboj (28). Uporabili smo sledeče modele: 
• Model polarizabilnega kontinuuma, podprt s formalizmom integralskih enačb 
(IEFPCM -  ang. integral equation formalism polarizable continuum model) – ta 
model velja za najbolj splošnega in je zato privzeta SCRF metoda. 
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• Model polarizabilnega kontinuuma s formalizmom prevodnika (CPCM - ang. 
conductor-like polarizable continuum model) 
• Solvatacijski model, ki temelji na elektronski gostoti (SMD – ang. solvation 
model based on density) – ta model je bil skrbno prilegan, da reproducira 
eksperimentalne proste energije za veliko število topljencev in topil, ter daje zelo 
dobre rezultate z Minnesota gostotnimi funkcionali (to smo uporabili mi, saj imamo 
nivo teorije M06-2X, ki spada v družino Minnesotinih fukcionalov). 
 
Slika 24: Prikaz kavitacije topljenca (povzeto po (28)) 
Za izračune smo ponovno pripravili vhodno datoteko z ukazi in pognali program Gaussian 16. 
Poleg vključitve implicitnega topila smo hkrati izvedli še geometrijsko optimizacijo. V 
Moldenu smo odprli izhodno datoteko, ki je vsebovala geometrijsko optimiziran reaktant v 
plinski fazi. Napisali smo novo Z-matriko in pripravili vhodno datoteko (slika 25). Enako smo 
naredili še za produkte in prehodno stanje. V ukazno vrstico smo vnesli ukaz Opt 
SCRF=IEFPCM, Opt SCRF=CPCM ali Opt SCRF=SMD (odvisno od tega, za kateri model 
smo želeli pognati izračune). Pri prehodnem stanju namesto Opt uporabimo 
Opt=(ts,noeigentest,calcFC) (slika 26). 
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Slika 25: Vhodna datoteka, ki jo predložimo Gaussianu, ko želimo izvesti geometrijsko 
optimizacijo reaktanta z vključitvijo implicitnega topila, in sicer za model SMD 
 
 
Slika 26: Vhodna datoteka, ki jo predložimo Gaussianu, ko želimo izvesti geometrijsko 
optimizacijo prehodnega stanja z vključitvijo implicitnega topila, in sicer za model SMD 
Po optimizaciji v vseh treh modelih vode smo izračunali še vibracijske frekvence za prehodna 
stanja in s tem preverili, če je prisotna ena imaginarna frekvenca. Izračune naredimo na osnovi 
shranjenega »checkpointa«. Ukaz za ta izračun je geom=checkpoint freq (slika 27). 
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Slika 27: Vhodna datoteka za izračun vibracijskih frekvenc iz »checkpointa« za prehodno 
stanje v SMD modelu 
3.2.4.2 Metoda Langevinovih dipolov 
Uporabili smo novejšo različico metode Langevinovih dipolov (LD), ki sta jo utemeljila 
Florian in Warshel. Metoda LD je namenjena ab initio izračunom kemijskih procesov v 
vodni raztopini in je primerljiva s SCRF metodo samouglašenega reakcijskega polja (29). 
Osnova solvatacijskega modela Langevinovih dipolov je ocena interakcij med 
elektrostatskim poljem topljenca in točkastimi dipoli (predstavljajo molekule vode), ki so 
nameščeni v oglišča mreže, ki te topljence obdaja. Mreža je obdana še z dielektričnim 
kontunuumom. Elektrostatsko polje topljenca nastane zaradi točkastih nabojev, ki so 
nameščeni na atomskih jedrih topljenca (29). Metoda LD je formalno med implicitnimi 
solvatacijskimi modeli in modelom vode z atomsko resolucijo, saj uporabljen razmik med 
dipoli 3 Å, predstavlja razmik med dvema kisikovima atomoma v tekoči vodi. Termično 
povprečje je doseženo z nekaj desetimi premiki topljenca. 
Prosta energija solvatacije oziroma v našem primeru hidratacije, saj imamo opravka z 
vodo, je v primeru metode Langevinovih dipolov sestavljena iz seštevka petih različnih 
solvatacijskih prispevkov. Združeni so v enačbi za prosto energijo hidratacije (enačba 4), 
kjer imajo vsi členi enačbe enoto kcal/mol. 
Enačba 4:  
ΔGℎ𝑖𝑑𝑟𝑎𝑡𝑎𝑐𝑖𝑗𝑒 = ΔG𝐸𝑆 + ΔG𝑏𝑢𝑙𝑘 + ΔG𝑣𝑑𝑊 + ΔGℎ𝑖𝑑𝑟𝑜𝑓𝑜𝑏𝑛𝑎 + ΔG𝑝𝑜𝑙𝑎𝑟𝑖𝑧𝑎𝑐𝑖𝑗𝑒  
ΔGhidratacije – prosta energija hidratacije 
ΔGES – solvatacijski prispevek elektrostatskega polja dipolov 
 ΔGbulk – prispevek zunanjega dielektričnega kontinuuma 
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ΔGvdW – prispevek van der Waalsovih interakcij 
ΔGhidrofobna – prispevek hidrofobnih interakcij 
ΔGpolarizacije – solvatacijski prispevek polarizacije topljenca 
Izračune proste solvatacijske energije z uporabo solvatacijskega modela LD smo naredili v 
temu namenjenemu programu ChemSol. Vhodno datoteko smo pripravili, tako da smo v 
prvo vrstico napisali naslov (program prebere samo prvih 13 znakov). V drugi vrstici je 
napisano število atomov, ki so v molekuli topljenca (v našem primeru 35) in število 
različnih struktur. Tretja vrstica je prosta. V četrti vrstici se od leve proti desni nahajajo 
ime atoma oziroma definicija tipa atoma (N1, C0, O, H,...), atomsko število, naboj in 
kartezične koordinate (X, Y, Z). Na koncu je vedno priporočeno pustiti še eno prazno 
vrstico (slika 28). 
Podatek, pomemben za naše nadaljnje izračune, se nahaja v izhodni datoteki in sicer je to 
prosta energija hidratacije (ΔGhidratacije) (slika 29). 
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Slika 28: Vhodna datoteka za ChemSol za izračun proste energije hidratacije reaktantov z 
metodo Langevinovih dipolov 
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Slika 29: Izhodna datoteka z izračunano prosto energijo hidratacije za reaktante z metodo 
Langevinovih dipolov 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
Rezultati so za lažjo predstavo predstavljeni s slikami in preglednicami. Na slikah so 
prikazane že geometrijsko optimizirane strukture molekul reaktantov, produktov in 
prehodnih stanj v plinski fazi in posebej v implicitnih modelih topilih. Različne barve 
predstavljajo različne atome. Atomi ogljika so oranžni, dušika modri, kisika rdeči in 
vodika beli. S črkama H in O so še posebej označeni vodikovi in kisikovi atomi, ki so 
pomembni za našo reakcijo. S črno puščico je prikazana še razdalja med njima, ki je vedno 
tudi pripisana. 
V preglednicah so najbolj pomembni podatki o vrednostih aktivacijskih energij. Primerjane 
so vrednosti, dobljene v plinski fazi, in vrednosti, dobljene po SCRF metodah in 
Langevinovih dipolih. Vpliv topila na aktivacijsko energijo je zelo pomemben, saj želimo 
rezultate, ki bi bili čim bližje realnemu stanju – tistemu v bioloških sistemih. 
4.1 ISKANJE PREHODNEGA STANJA V PLINSKI FAZI 
Na sliki 30 je prikazana geometrijsko optimizirana struktura reaktanta                         
C(4a)-(hidro)peroksiflavina, kjer je razdalja med označenima atomoma vodika in kisika 
znašala 2,653Å. Na sliki 31 je geometrijsko optimizirana struktura produktov, in sicer 
oksidiranega flavina in vodikovega peroksida. Razdalja med enakima atomoma vodika in 
kisika kot prej je v produktu znašala 0,973 Å.  
Vodikov atom v reaktantu, vezan na atom N5, in kisik, vezan na C(4a), se približujeta, 
dokler nista dovolj blizu, da pride do nastanka produktov – oksidiranega flavina in 
vodikovega peroksida. 
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Slika 30: Optimizirana struktura reaktanta z označeno razdaljo med opazovanima 
atomoma. S črno puščico je označena razdalja med atomom kisika in atomom vodika, ki ju 
opazujemo tekom reakcije. Atom kisika je označen z O in vodika s H 
 
 
Slika 31: Optimizirana struktura produkta z označeno razdaljo med opazovanima 
atomoma. S črno puščico je označena razdalja med atomom kisika in atomom vodika, ki ju 
opazujemo tekom reakcije. Atom kisika je označen z O in vodika s H 
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Po izmeritvi teh dveh razdalj smo sklepali, da se je na neki razdalji med vrednostima    
2,653 Å in 0,973 Å, med atomoma kisika in vodika, nahajalo prehodno stanje. Razdalja 
med omenjenima atomoma je predstavljala našo reakcijsko koordinato.  
V naslednjem koraku smo naredili relaksirani pregled po površini potencialne energije med 
omenjenima razdaljama. Razdaljo smo zmanjševali za 0,168 Å, in sicer v desetih korakih. 
Programski paket Gaussian nam je energije podal v atomskih enotah, zato jih je bilo treba 
preračunati v kcal/mol (1 Hartree = 1 a.u. = 627,509 kcal/mol). Za lažjo predstavo smo 
reaktante vedno postavili na ničlo, kar pomeni, da je energija reaktantov bila vedno 0 
kcal/mol.  
Energija, ki jo je izračunal Gaussian na razdalji 2,653 Å, je znašala -1023,55489396 a.u. 
Ker smo želeli, da bo energija reaktantov enaka 0, smo izračunani energiji prišteli enako, a 
pozitivno vrednost. V nadaljevanju smo to vrednost prišteli tudi vsem ostalim energijam, ki 
jih je izračunal Gaussian. Izračunane energije smo še množili s 627,509 kcal/mol in dobili 
energijo v željenih enotah (slika 32).  
 
Slika 32: Primer preračunavanja energije iz atomskih enot v kcal/mol in postavitev 
reaktantov na ničlo 
 
Rezultate izračunanih Gibbsovih prostih energij v kcal/mol s pripadajočimi razdaljami med 
vodikom in kisikom smo prikazali na sliki 33 in v preglednici IV. Razdaljo 2,653 Å med 
atomoma vodika in kisika v reaktantu smo zmanjšali za 0,168 Å in enako storili za vsako 
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naslednjo razdaljo (še devetkrat), dokler nismo dosegli vrednosti 0,973 Å, ki je razdalja 
med vodikovim in kisikovim atomom vodikovega peroksida. 
 
Slika 33: Graf prikazuje, kako se Gibbsova prosta energija spreminja v odvisnosti od 
razdalje med atomoma kisika in vodika. Ta razdalja predstavlja reakcijsko koordinato. 
 
Preglednica IV: Prikaz rezultatov relaksiranega energetskega profila 
Razdalja med O in H [Å] ΔG [kcal/mol] 
2, 653 0, 000 
2, 485 0, 579 
2, 317 2, 319 
2, 149 5, 257 
1, 981 9, 495 
1, 813 15, 262 
1, 645 23, 009 
1, 477 33, 413 
1, 309 47, 011 
1, 141 11, 995 
0, 973 1, 472 
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Iz preglednice IV je razvidno, da je bila največja izračunana energija pri razdalji 1,309 Å, 
in sicer 47,011 kcal/mol. Iz teh rezultatov smo sklepali, da se je naše prehodno stanje 
nahajalo v okolici te točke. 
Želeli smo dobiti natančnejši rezultat, zato smo se v nadaljevanju lotili še ročnega iskanja 
prehodnega stanja. Rezultati so prikazani na sliki 34. 
 
Slika 34: Graf prikazuje spreminjanje energije v odvisnosti od reakcijske koordinate 
 
Izračune smo naredili tako, da smo preučevano razdaljo med atomom vodika in atomom 
kisika zamrznili in izračunali pripadajočo energijo. To smo naredili za vrednosti od 1,12 Å 
do 1,33 Å po korakih za 0,01 Å. 
Najvišjo vrednost proste Gibbsove energije nam je program izračunal pri zamrznjeni 
razdalji 1,20 Å. Izračunana pripadajoča energija je znašala 56,823 kcal/mol in je pripadala 
našemu iskanemu prehodnemu stanju. Strukturo prehodnega stanja pri tej razdalji smo 
shranili in jo geometrijsko optimizirali. Dobljen rezultat, ki predstavlja prosto Gibbsovo 
energijo optimizirane strukture, smo iz atomskih enot pretvorili v kcal/mol. Dobili smo 
vrednost energije, ki je znašala 49,179 kcal/mol. Razdaljo med opazovanima atomoma 
vodika in kisika smo po optimizaciji ponovno izmerili. Nova vrednost je znašala 1,615 Å 
(slika 35). 
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Slika 35: Prikazana je razdalja na kateri se nahajata atoma vodika in kisika, ko je 
geometrija prehodnega stanja optimizirana. S črno puščico je označena razdalja med 
atomom kisika in atomom vodika, ki ju opazujemo tekom reakcije. Atom kisika je označen z 
O in vodika s H 
Rezultati izračunov za »single point« energijo v plinski fazi po pretvorbi v kcal/mol in 
postavitvi reaktantov na ničlo so bili za reaktante 0 kcal/mol, za prehodno stanje 49,179 
kcal/mol in za produkte 3,249 kcal/mol. 
V naslednjem koraku smo s frekvenčno analizo preverili, če smo res našli pravilno 
stacionarno točko (sedlo), ki predstavlja naše prehodno stanje. Po izvedeni frekvenčni 
analizi smo našli eno imaginarno frekvenco, katere vrednost je bila -781,300 i cm-1. Iz tega 
smo sklepali, da smo res locirali pravilno stacionarno točko (sedelna točka), ki je bila 
prehodno stanje, kajti le-to mora imeti eno imaginarno frekvenco, ki nakazuje na 
nestabilnost molekulske geometrije in nam kaže smer reakcije. Če bi opazili več kot eno 
imaginarno frekvenco, bi to pomenilo, da smo se srečali s problemom kompleksne 
molekulske geometrije prehodnega stanja. Če ne bi bilo prisotne nobene imaginarne 
frekvence pa bi pomenilo, da je molekula stabilna, kar pa za prehodno stanje ni značilno. 
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4.2 IZRAČUN PROSTE ENERGIJE HIDRATACIJE  
Do sedaj predstavljeni rezultati so veljali za potek reakcije v plinski fazi. Ker smo se želeli 
čim bolj približati rezultatom v biološkem okolju, smo pri enaki reakciji uporabili vodni 
medij, in sicer različne implicitne modele vode. Najprej so predstavljeni rezultati, ki smo 
jih pridobili z metodo SCRF, nato pa sledijo še rezultati pridobljeni z metodo 
Langevinovih dipolov. 
4.2.1 METODA SAMOUGLAŠENEGA REAKCIJSKEGA POLJA (SCRF) 
Geometrija optimiziranih struktur z uporabo metode SCRF je predstavljana na slikah 36, 
37,  38, 39, 40, 41, 42, 43 in 44. Na slikah 36, 37, 38 vidimo strukture reaktantov v 
posameznem modelu vode (IEFPCM, CPCM in SMD) in označeno razdaljo med 
reaktivnima mestoma. Na enak način so na slikah 39, 40, 41 predstavljeni produkti in na 
slikah 42, 43, 44 še prehodna stanja. Slike prikazujejo, kako je topilo vplivalo na 
geometrijo naših molekul. Najbolj smo se osredotočili na strukture prehodnih stanj, ki so 
nas tudi najbolj zanimala. 
 
 
Slika 36: Prikaz geometrijsko optimizirane strukture reaktanta v modelu vode IEFPCM. 
Razdaljo med atomoma kisika in vodika, ki sta označena kot O in H, predstavlja črna 
puščica, ki povezuje omenjena atoma. 
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Slika 37: Prikaz geometrijsko optimizirane strukture reaktanta v modelu vode CPCM. 
Razdaljo med atomoma kisika in vodika, ki sta označena kot O in H, predstavlja črna 
puščica, ki povezuje omenjena atoma. 
 
 
Slika 38: Prikaz geometrijsko optimizirane strukture reaktanta v modelu vode SMD. 
Razdaljo med atomoma kisika in vodika, ki sta označena kot O in H, predstavlja črna 
puščica, ki povezuje omenjena atoma. 
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Slika 39: Prikaz geometrijsko optimizirane strukture produkta v modelu vode IEFPCM. 
Razdaljo med atomoma kisika in vodika, ki sta označena kot O in H, predstavlja črna 
puščica, ki povezuje omenjena atoma. 
 
 
Slika 40: Prikaz geometrijsko optimizirane strukture produkta v modelu vode CPCM. 
Razdaljo med atomoma kisika in vodika, ki sta označena kot O in H, predstavlja črna 
puščica, ki povezuje omenjena atoma. 
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Slika 41: Prikaz geometrijsko optimizirane strukture produkta v modelu vode SMD. 
Razdaljo med atomoma kisika in vodika, ki sta označena kot O in H, predstavlja črna 
puščica, ki povezuje omenjena atoma. 
 
 
Slika 42: Prikaz geometrijsko optimizirane strukture prehodnega stanja v modelu vode 
IEFPCM. Razdaljo med atomoma kisika in vodika, ki sta označena kot O in H, predstavlja 
črna puščica, ki povezuje omenjena atoma. 
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Slika 43: Prikaz geometrijsko optimizirane strukture prehodnega stanja v modelu vode 
CPCM. Razdaljo med atomoma kisika in vodika, ki sta označena kot O in H, predstavlja 
črna puščica, ki povezuje omenjena atoma. 
 
 
Slika 44: Prikaz geometrijsko optimizirane strukture prehodnega stanja v modelu vode 
SMD. Razdaljo med atomoma kisika in vodika, ki sta označena kot O in H, predstavlja 
črna puščica, ki povezuje omenjena atoma. 
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Podatke o razdaljah med reaktivnima mestoma v molekuli smo zbrali še v preglednici V, 
kjer oznake pomenijo: 
• dR [Å] – razdalja med opazovanima atomoma vodika in kisika v reaktantu 
• dTS [Å] – razdalja med opazovanima atomoma vodika in kisika v prehodnem stanju 
• dP [Å] – razdalja med opazovanima atomoma vodika in kisika v produktu 
• ωTS i [cm-1] – vrednost imaginarne frekvence v prehodnem stanju 
Vse razdalje so bile izmerjene po geometrijski optimizaciji.  
Preglednica V: Razdalja med reaktivnima mestoma v primeru reaktantov, prehodnega 
stanja in produktov po metodi samouglašenega reakcijskega polja (SCRF) in vrednosti 
imaginarnih frekvenc v prehodnem stanju. 
 IEFPCM CPCM SMD 
dR [Å] 2,671 2,671 2,648 
dTS [Å] 1,890 1,892 2,242 
dP [Å] 0,983 0,983 0,983 
ωTS i [cm-1] -345,070 -341,840 -96,070 
 
Če pogledamo rezultate meritev, opazimo, da so si bile vrednosti razdalj zelo podobne, v 
nekaterih primerih praktično enake. Iz tega lahko sklepamo, da so si tudi dobljene 
geometrije med sabo zelo podobne. Če primerjamo razdaljo med preučevanima atomoma 
vodika in kisika pri metodi IEFPCM v primeru reaktantov (2,671 Å) in prehodnega stanja 
(1,890 Å) in metodo CPCM v primeru reaktantov (2,671 Å) in prehodnega stanja (1,892 
Å) z rezultati pri SMD metodi, vidimo, da so rezultati nekoliko odstopali le pri 
solvatacijskem modelu, ki bazira na elektronski gostoti (SMD). Pri tej metodi je bila 
razdalja med reaktivnima mestoma v primeru reaktantov 2,648 Å in v primeru prehodnega 
stanja 2,242 Å. 
Največje razdalje opazimo pri reaktantih, nato sledi prehodno stanje. To, da so razdalje v 
primeru reaktantov večje kot pri prehodnih stanjih, je smiselno, saj so medmolekulske sile 
v primeru strukture reaktantov v primerjavi s prehodnim stanjem šibkejše. Iz rezultatov je 
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razvidno tudi, da se prehodno stanje res nahaja nekje med vrednostima razdalj med 
atomom vodika in kisika, ki pripadata reaktantom in produktom. 
Po končani optimizaciji prehodnih stanj smo naredili še frekvenčno analizo, s katero smo 
preverili prisotnost imaginarne frekvence. Velja enako, kot je veljalo za plinsko fazo. 
Vsako prehodno stanje mora imeti le eno imaginarno frekvenco. Ta kaže smer reakcije in 
nakazuje na nestabilnost geometrije molekule. Vsako dobljeno prehodno stanje je imelo le 
eno imaginarno frekvenco, in sicer v primeru IEFPCM je ta bila -345,070 i cm-1, v primeru 
CPCM -341,840 i cm-1, ter v primeru SMD -96,070 i cm-1. Iz rezultatov smo lahko 
sklepali, da smo res locirali prehodno stanje raziskovane reakcije. V primeru odsotnosti 
negativne frekvence bi pomenilo, da je molekula stabilna, kar za prehodno stanje ne velja. 
V primeru, da bi opazili več kot eno negativno frekvenco pa bi to pomenilo, da smo 
naleteli na problem kar se tiče geometrije molekule. 
V preglednico VI  smo zbrali rezultate izračunov, ki jih je naredil Gaussian. Gibbsove 
proste energije smo iz atomskih enot pretvorili v kcal/mol in reaktante za vsak model topila 
posebej postavili na ničlo. Zraven smo zapisali še vrednost dipolnega momenta µ, katerega 
osnovna enota je debye [D]. Vidimo, da so bili rezultati, pridobljeni z metodama IEFPCM 
in CPCM, skoraj enaki. Če pogledamo energije prehodnih stanj, opazimo, da je bila 
najmanjša energija izračunana v primeru SMD metode, in sicer 33,65 kcal/mol. V primeru 
IEFPCM je bila 40,91 kcal/mol in v primeru CPCM 40,85 kcal/mol. Najnižjo vrednost pri 
SMD metodi bi lahko pripisali temu, da je bil ta model razvit, da reproducira 
eksperimentalne proste energije solvatacij in je še posebej učinkovit, ko uporabljamo nivo 
teorije, ki spada v družino Minnesotinih funkcionalov, kamor spada tudi naš nivo teorije M06-
2X. 
Iz dipolnih momentov lahko sklepamo na solvatacijsko prosto energijo. Večji je dipolni 
moment, bolj ugodna bo prosta energija hidratacije in večji bo vpliv topila na reaktivnost. 
Največje vrednosti dipolnih momentov opazimo pri SMD metodi, in sicer za reaktante 8,1796 
D, za prehodno stanje 16,5088 D ter za produkte 13,8572 D. Vrednost dipolnega momenta je 
večja za prehodno stanje kot reaktante, kar nakazuje na to, da polarna okolica pospešuje 
reakcijo. Dipolni moment se veča s polarnostjo medija v katerem reakcija poteka. Če 
primerjamo rezultate izračunane v plinski fazi, kjer je bil dipolni moment za reaktante 6,5890 D 
in za prehodno stanje 10,1977, z rezultati katerega koli implicitnega modela vode, npr. pri 
IEFPCM, kjer je vrednost za reaktante bila 7,5813 in za prehodno stanje 14,8313, opazimo, da 
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so izračunane vrednosti dipolnih momentov res bile višje v vodi, saj je voda polarni medij, ki 
polarizira porazdelitev naboja v reaktivnem sistemu. 
 
Preglednica VI: Energije v kcal/mol za plinsko fazo in nato še za vse tri izbrane modele 
vode, s pripadajočimi vrednostmi dipolnega momenta. 
 ΔGGAS [kcal/mol] µ [D] 
R 0 6,5890 
TS 49,18 10,1977 
P 3,25 11,1918 
 
 ΔGSCRF=IEFPCM [kcal/mol] µ [D] 
R 0 7,5813 
TS 40,91 14,8313 
P -3,60 12,9052 
 
 ΔGSCRF=CPCM [kcal/mol] µ [D] 
R 0 7,5854 
TS 40,85 14,8502 
P -3,62 12,9105 
 
 ΔGSCRF=SMD [kcal/mol] µ [D] 
R 0 8,1796 
TS 33,65 16,5088 
P -5,53 13,8572 
 
Sledilo je računanje prostih energij hidratacije ΔGHID. Da smo lahko izračunali proste 
energije hidratacij, smo od vrednosti energij, ki pripadajo vodnim modelom, odšteli 
vrednosti energij, ki so bile izračunane za plinsko fazo oziroma vakuum. Na sliki 45 je 
prikazan postopek kako smo prišli do izračunov proste energije hidratacije pri SCRF 
metodi za IEFPCM model. 
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Slika 45: Postopek računanja proste energije hidratacije za IEFPCM model 
 
V preglednici VII so zbrani rezultati, ki prikazujejo: 
• proste Gibbsove energije v plinski fazi - ΔGGAS 
• proste energije hidratacij, ki smo jih izračunali iz podatkov energij dobljenih v 
plinski fazi in energij pridobljenih po SCRF metodi - ΔGHID 
• proste Gibbsove energije, dobljene po SCRF metodi, ko reaktanti postavljeni na 
ničlo - ΔGIEFPCM, ΔGCPCM, ΔGSMD 
 
Preglednica VII: Zbrani rezultati energij v plinski fazi, prostih hidratacijskih energij in 
energij po metodi SCRF. 
 
ΔGGAS [kcal/mol] ΔGHID [kcal/mol] ΔGIEFPCM [kcal/mol] 
R 0 - 13, 57 0 
TS 49, 18 - 21, 84 40,91 
P 3, 25 - 20, 42 -3,6 
 
 
ΔGGAS [kcal/mol] ΔGHID [kcal/mol] ΔGCPCM [kcal/mol] 
R 0 - 13, 67 0 
TS 49, 18 - 21, 99 40,85 
P 3, 25 - 20, 53 -3,62 
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ΔGGAS [kcal/mol] ΔGHID [kcal/mol] ΔGSMD [kcal/mol] 
R 0 - 22, 67 0 
TS 49, 18 - 38, 20 33,65 
P 3, 25 - 31, 45 -5,53 
 
 
Iz rezultatov smo razbrali, da so si vrednosti za reakcijsko polje IEFPCM in CPCM bile 
zelo podobne. Največje vrednosti hidratacijskih energij vidimo pri SMD metodi, in sicer    
-22,67 kcal/mol za reaktante, -38,20 kcal/mol za prehodno stanje in -31,45 kcal/mol za 
produkte. Ti podatki kažejo na to, da je prehodno stanje bolje solvatirano kot reaktanti. 
Hkrati opazimo, da je pri SMD metodi tudi najmanjša aktivacijska energija, in sicer 33,65 
kcal/mol. Aktivacijska energija je razlika med energijo prehodnega stanja in energijo 
reaktantov. Iz rezultatov torej sklepamo, da je prišlo v primeru modela SMD do najbolj 
ugodne hidratacije prehodnega stanja. Posledično se je zaradi tega tudi najbolj znižala 
energijska bariera. Nižja energijska bariera predstavlja tudi nižjo oviro za premostitev in 
zato reakcija v tem primeru poteka najhitreje. V splošnem lahko zaključimo, da je topilo (v 
našem primeru voda) pospešilo kemijsko reakcijo.  
 
4.2.2 METODA LANGEVINOVIH DIPOLOV 
V preglednici VIII vidimo rezultate za izračunane proste energije hidratacije v kcal/mol pri 
metodi Langevinovih dipolov za reaktante, prehodno stanje in produkte. Energije 
hidratacij, ki nam jih izpiše program ChemSol, prištejemo profilu v plinski fazi in 
preračunamo tako, da reaktante postavimo na ničlo. To pomeni, da vsem vrednostim 
prištejemo razliko do ničelne energije reaktantov (0 kcal/mol). V našem primeru torej         
-17,62 kcal/mol. Aktivacijska prosta energija za reakcijo v vodi po metodi LD je bila 40,82 
kcal/mol. 
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Preglednica VIII: Hidratacijska prosta energija in  prosta aktivacijska energija, dobljena 
z metodo Langevinovih dipolov. 
 
ΔGGAS [kcal/mol] ΔGHID [kcal/mol] ΔGLD [kcal/mol] 
R 0 - 17, 62 0 
TS 49, 18 - 25, 98 40, 82 
P 3, 25 - 24, 14 -3, 28 
 
4.2.3 PRIMERJAVA PROSTIH AKTIVACIJSKIH ENERGIJ, PRIDOBLJENIH PO 
DVEH SOLVATACIJSKIH METODAH  
Iz preglednice IX je razvidno, da so bili popravki proste energije hidratacije oz. razlike 
med prosto hidratacijsko energijo prehodnega stanja in prosto hidratacijsko energijo 
reaktantov pri uporabljenih metodah zelo podobni. Razlika med prosto hidratacijsko 
energijo prehodnega stanja in prosto hidratacijsko energijo reaktantov za metodo IEFPCM 
je bila -8,27 kcal/mol, za CPCM -8,32 kcal/mol, pri Langevinovih dipolih pa -8,36 
kcal/mol. Največjo razliko smo opazili pri metodi SMD, kjer je ta razlika bila -15,53 
kcal/mol. Iz teh podatkov smo lahko zaključili, da so vse proste energije hidratacije 
negativne glede na reaktante, to pomeni, da so prehodna stanja v vseh primerih bolje 
solvatirana kot reaktanti.  
Preglednica IX: Razlika med prosto hidratacijsko energijo prehodnega stanja in prosto 
hidratacijsko energijo reaktantov.  
ΔΔG𝐻𝐼𝐷
𝐼𝐸𝐹𝑃𝐶𝑀 
[kcal/mol] 
ΔΔG𝐻𝐼𝐷
𝐶𝑃𝐶𝑀 
[kcal/mol] 
ΔΔG𝐻𝐼𝐷
𝑆𝑀𝐷 
[kcal/mol] 
ΔΔG𝐻𝐼𝐷
𝐿𝐷  
[kcal/mol] 
-8,27 -8,32 -15,53 -8,36 
 
Razlike med prosto energijo hidratacije prehodnega stanja in prosto energijo hidratacije 
reaktantov so v bistvu razlike med energijo prehodnega stanja, ki smo jo izračunali za 
plinsko fazo, in energijo prehodnega stanja pri določenem modelu topila. Primerjave 
aktivacijskih energij v plinski fazi in modelih vode so podane v preglednici X. 
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Preglednica X: Primerjava aktivacijskih energij v plinski fazi in modelih vode.  
𝚫𝐆𝑮𝑨𝑺
‡
 
[kcal/mol] 
𝚫𝐆𝑰𝑬𝑭𝑷𝑪𝑴
‡
 
[kcal/mol] 
𝚫𝐆𝑪𝑷𝑪𝑴
‡
 
[kcal/mol] 
𝚫𝐆𝑺𝑴𝑫
‡
 
[kcal/mol] 
𝚫𝐆𝑰𝑳𝑫
‡
 
[kcal/mol] 
49,18 40,91 40,85 33,65 40,82 
 
Iz preglednice X je razvidno, da je aktivacijska energija za našo reakcijo v plinski fazi bila 
49,18 kcal/mol. Po vključitvi reakcijskega polja z implicitnimi modeli vode opazimo, da so 
se energijske bariere znižale, in sicer za IEFPCM je vrednost energijske bariere 40,91 
kcal/mol, za CPCM 40,85 kcal/mol, za SMD 33,65 kcal/mol in vrednost pri metodi LD 
40,82 kcal/mol. Vse vrednosti so si zelo podobne, najbolj odstopa vrednost, dobljena z 
metodo SMD. Iz rezultatov lahko zaključimo, da je voda znižala aktivacijsko energijo in 
pospešila kemijsko reakcijo v primerjavi s plinsko fazo, in sicer najbolj v primeru SMD 
metode. 
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5 SKLEP 
V sklopu magistrske naloge smo s pomočjo kvantnokemijskih metod računali aktivacijsko 
energijo reakcije flavina s kisikom v plinu in različnih modelih vode. Študija je pomembna 
kot referenčna reakcija v vodni raztopini za regeneracijo flavoencimov. 
 Na kratko: Konstruirali smo tridimenzionalne strukture reaktantov in produktov ter jih 
geometrijsko optimizirali. Poiskali smo prehodno stanje z optimalno geometrijo in 
preverili, če gre res za pravo sedelno točko. V izračune smo vključili še učinke solvatacije, 
in sicer z metodo samouglašenega reakcijskega polja na treh nivojih in z metodo 
Langevinovih dipolov.  
Na podlagi potrjenih zastavljenih hipotez lahko naredimo nekaj zaključkov: 
• Pokazali smo, da je z uporabljenimi kvantnokemijskimi metodami mogoče 
ovrednotiti reaktivnost regeneracije flavoencima. Za izračun proste energije 
aktivacije (ΔG‡) rabimo kvantnokemijske metode, ki temeljijo na reševanju 
časovno neodvisne Schördingerjeve enačbe. Od te izračunane energije je odvisna 
hitrost reakcije k (Eyring-Polanyijeva enačba), hitrost pa vpliva na reaktivnost. 
Manjša ko je aktivacijska energija reakcije, hitreje bo reakcija potekla in večja bo 
reaktivnost. 
• Reakcijsko bariero smo izračunali za reakcijo v vodni raztopini, kar služi kot 
referenčna reakcija za študij encimske reakcije. Eksperimentalna bariera za to 
reakcijo ni na voljo, saj je reakcija brez encima prepočasna za kinetične meritve. 
Pri encimski katalizi moramo upoštevati celotno dimenzionalnost encima. 
Uporabili bi lahko metodo empirične valenčne vezi (EVB), ki rabi referenčno 
reakcijo in kjer torej podatke o reakcijskem profilu v vodi prenesemo v encimsko 
okolico.  
• Ugotovili smo, da z uporabljenimi metodami modelov vode na aktivnem centru 
flavoencima ni mogoče doseči eksperimentalne vrednosti bariere, ki bi morala biti 
pod 20 kcal/mol. Še enkrat velja poudariti, da eksperimentalne vrednosti za našo 
reakcijo še niso znane – ne v plinu, ne v vodi in ne v encimu. Znano pa je, da skoraj 
vse reakcije, katalizirane z monoamin okidazo tečejo s hitrostjo okoli 1/s, kar 
ustreza barieri okrog 16,0 kcal/mol (primer MAO A in serotonin). Reakcija 
regeneracije flavina mora imeti bariero, ki je enaka ali nižja od bariere oksidativne 
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deaminacije. Naša izračunana bariera za reakcijo v vodi je 33,65 kcal/mol, kar 
dokazuje, da reakcija v vodi ne poteka, pač pa potrebuje za ta korak encimsko 
okolico, ki s svojo predorganizirano elektrostatiko pospeši reakcijo. Izziv za 
prihodnost je večnivojska simulacija te reakcije s polno dimenzionalnostjo encima.  
V širšem smislu je razumevanje delovanja flavoencimov pomembno za razvoj njihovih 
zaviralcev, saj je s tem povezano zmanjševanje oksidativnega stresa in 
nevrodegenerativnih bolezni, ki so najdražja patologija starajoče se družbe.   
55 
 
6 VIRI IN LITERATURA 
1. Entsch B, Ballou DP: Flavins. v: Lennarz WJ, Lane MD. Encyclopedia of 
Biological Chemistry. Academic Press, ZDA. 2013; 4: 309-313. 
2. Switzer R, Palfey B: Flavin-Dependent Enzymes. v: Mader L, Liu H. 
Comprehensive Natural Products II: Chemistry and Biology. Elsevier Science, 
ZDA. 2010; 7: 37–113. 
3. van den Heuvel RHH, Fraaije MW, van Berkel WJH: Redox properties of vanillyl-
alcohol oxidase. Methods Enzymol 2002; 353: 177–186. 
4. Vianello R, Domene C, Mavri J: The Use of Multiscale Molecular Simulations in 
Understanding a Relationship between the Structure and Function of Biological 
Systems of the Brain: The Application to Monoamine Oxidase Enzymes. Frontiers 
Neurosci 2016; 10: 327. 
5. The “Ping-Pong” Mechanism. Chemistry LibreTexts. Dostop: 20.8.2020 
https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Biological_Chemistry/Supplemental_Mod
ules_(Biological_Chemistry)/Enzymes/Enzymatic_Kinetics/Ping-
pong_mechanisms 
6. Massey V: Activation of Molecular Oxygen by Flavins and Flavoproteins. J Biol 
Chem 1994; 269(36): 22459-22462. 
7. Chaiyen P, Fraaije MW, Mattevi A: The enigmatic reaction of flavins with oxygen. 
Trends Biochem Sci 2012; 37(9): 373-380. 
8. Hemmings HC, Egan TD: Pharmacology and Physiology for Anesthesia, 2. izdaja. 
Elsevier, Philadelphia, ZDA. 2019: 76-77. 
9. Kemijski inštitut. Odseki. D01 Teoretični odsek. Laboratorij za računsko biokemijo 
in načrtovanje učinkovin. Dejavnosti. Parkinsonova bolezen in MAO. Dostop: 
21.8.2020 
https://www.ki.si/odseki/d01-teoreticni-odsek/laboratorij-za-racunsko-biokemijo-
in-nacrtovanje-ucinkovin/dejavnosti/parkinsonova-bolezen-in-mao/ 
10. Waller DG, Sampson AP: Medical Pharmacology and Therapeutics, 5.izdaja. 
Elsevier, ZDA. 2018: 80. 
11. Enna SJ, Bylund DB: XPharm: The Comprehensive Pharmacology Reference. 
Elsevier,  New York, ZDA. 2007: 1-4. 
12. Repič M, Vianello R, Purg M, Duarte F, Bauer P, Kamerlin SCL, Mavri J: 
Empirical valence bond simulations of the Hydride transfer step in the monoamine 
56 
 
oxidase B catalyzed metabolism of dopamine. Proteins Struct Function Bioinf 
2014; 82(12): 3347-3355. 
13. Halliwell B, Clement MV, Long LH: Hydrogen peroxide in the human body. FEBS 
Lett 2000; 486(1): 10-13. 
14. Pirkmajer S: Patološka fiziologija: Učbenik za študente farmacije, 2.izdaja. 
Medicinska fakulteta, Inštitut za patološko fiziologijo, Ljubljana, 2017: 39-47. 
15. Jamnik A: Fizikalna kemija (drugi zvezek), 1. izdaja. Univerza v Ljubljani, 
Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Ljubljana, 2018: 307-315, 398-399, 
425-428 in 438. 
16. Purg M, Repič M, Mavri J: Računalniško modeliranje SN2 reakcije z metodo 
empirične valenčne vezi (EVB). Kemija v šoli in družbi 2013; 2: 10-18. 
17. Hehre WJ: A Guide to Molecular Mechanics and Quantum Chemical Calculations. 
Wavefunction, Inc, Irvine, CA, 2003: 1-54. 
18. Jug U, Pregeljc D, Mavri J, Vianello R, Stare J: Elementary SN2 reaction revisited. 
Effects of solvent and alkyl chain length on kinetics of halogen exchange in 
haloalkanes elucidated by Empirical Valence Bond simulation. Computational 
Theoret Chem 2017; 1116: 96-101 
19. Theories of Reaction Rates - Chemistry LibreTexts. Dostop: 21.8.2020 
https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Physical_and_Theoretical_Chemistry_Text
book_Maps/Map%3A_Physical_Chemistry_for_the_Biosciences_(Chang)/09%3A
_Chemical_Kinetics/9.07%3A_Theories_of_Reaction_Rates 
20. Ptáček P, Šoukal F, Opravil T. Introduction to the Transition State Theory.  Dostop: 
22.8.2020  
https://www.researchgate.net/publication/326497318_Introduction_to_the_Transiti
on_State_Theory 
21. Lazarini F, Brenčič J: Splošna in anorganska kemija, 3.izdaja. Univerza v Ljubljani, 
Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Ljubljana, 2011: 188-193, 205-207. 
22. Anderluh M, Mravljak J, Perdih A, Sova M, Pečar S: Farmacevtska kemija III, 
Vaje in seminarji. Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani, Ljubljana, 2010: 
106-124. 
23. Valjavec K, Perdih A: Razvoj zdravilnih učinkovin in metode računalniško 
podprtega načrtovanja. Proteus 2019; 81(8): 350-358. 
57 
 
24. Schaftenaar G, Noordik JH: Molden: a pre- and post-processing program for 
molecular and electronic structures*. J Computer-Aided Mol Des 2000; 14(2): 
123–134. 
25. Molecular Specification. Anan Wu. 014-10-10. Dostop: 12.1.2020 
https://slideplayer.com/slide/8390153/ 
26. Tomberg A: Gaussian 09w Tutorial an Introduction to Computational Chemistry 
Using G09w and Avogadro Software. Dostop: 12.1.2020 
https://www.academia.edu/40131108/GAUSSIAN_09W_TUTORIAL_AN_INTR
ODUCTION_TO_COMPUTATIONAL_CHEMISTRY_USING_G09W_AND_A
VOGADRO_SOFTWARE 
27. Finding Transition Structures. Dostop: 15.1.2020 
http://ccl.net/cca/documents/dyoung/topics-orig/ts.html 
28. Castillo M: Implicit solvent models. Dostop: 13.1.2020 
https://www.academia.edu/29816248/Implicit_solvent_models 
29. Florián J, Warshel A: Langevin Dipoles Model for ab Initio Calculations of 
Chemical Processes in Solution: Parametrization and Application to Hydration Free 
Energies of Neutral and Ionic Solutes and Conformational Analysis in Aqueous 
Solution. J Phys Chem B 1997; 101: 5583-5595. 
 
 
 
 
 
 
 
